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アトピー性皮膚炎の(AD)治療の問題は皮膚感染症であり予防が重要であ
る。しかし、皮膚感染症は、タクロリムス軟膏の副作用としても発症し、
10%が黄色ブドウ球菌、20%がヘルペスウイルスに起因している。本研究で
は、日本人 AD 患者におけるタクロリムス軟膏塗布後の皮膚感染症について、
黄色ブドウ球菌による皮膚感染症と抗菌ペプチドの発現に関与する IL-4
遺伝子プロモーター領域および IL-4 レセプター遺伝子多型との関連性、ヘ
ルペスウイルスによるカポジ水痘様発疹症(KVE)と IFN-γの発現量に関与
する IL-18 遺伝子プロモーター領域における遺伝子多型との関連性につい
て検討を行った。その結果、タクロリムス軟膏塗布後に黄色ブドウ球菌の
検出者と非検出者に分けて比較した場合、IL-4 遺伝子プロモーター領域お
よび IL-4 レセプター遺伝子の SNPs の遺伝子型で有意差は認めらず、IL-4
遺伝子多型による抗菌ペプチドの発現が抑制される可能性が低いことが推
測された。一方、タクロリムス軟膏塗布後の AD 患者を KVE 発症者と非発症
者に分けて比較した場合、KVE 発症者では、IL-18 遺伝子プロモーター領域
-137のGからCへの変異が多く、KVE非発症との間に有意差が認められた。
タクロリムス軟膏塗布後の KVE 発症には IL-18 遺伝子プロモーター領域
-137 の G から Cへの変異が関与している可能性があり、この遺伝子多型を
持つ AD 患者では、この副作用の早期発見と重篤化の回避が大切であること
が示された。 
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                        序 論 
 アトピー性皮膚炎(AD)は、遺伝的な要因や環境要因などによって発症する多因
子免疫疾患であり、我が国での患者数は 1200 万人に達している。AD の遺伝的な
要因には、IL-4 遺伝子プロモーター領域の遺伝子多型、IL-4 レセプター遺伝子の
IL-4Rαの遺伝子多型などが報告されている【Hershey GK et al. 1997】。2006 年の
厚生労働省研究班による AD の治療ガイドラインにおける骨子は、原因物質の検
索・除去、薬物療法およびスキンケアの 3 つで構成されている。中でも、ステロイド
外用剤や免疫抑制剤であるタクロリムス軟膏による薬物療法が主体となっている。
AD は、憎悪、寛解を繰り返す瘙痒のある湿疹を主病変とする疾患である。 
 AD 治療で、最も問題となっているのは、ウイルス、細菌および真菌などによる皮
膚感染症であり、特に黄色ブドウ球菌やヘルペスウイルで重症化する。これらの
皮膚感染症は、ステロイド外用剤およびタクロリムス軟膏の副作用としても発症す
る。それぞれの使用成績調査による発症率は、ステロイド外用剤では 2%であるが、
タクロリムス軟膏ではその 10 倍の 20%と高いことが報告されている【Fleischer A et 
al. 2002】。タクロリムス軟膏による皮膚感染症の発症は、10%が黄色ブドウ球菌、
20%がヘルペスウイルスに起因している。これらの黄色ブドウ球菌による伝染性膿
痂症やヘルペスウイルスによるカポジ水痘様発疹症(KVE)等の皮膚感染症は  
重篤であり、皮膚感染症が発症した場合には AD の治療を1～4 週間中止し、皮膚
感染症の治療を行うため AD の寛解期間に大きく影響する。そのため、AD 患者に
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おけるタクロリムス軟膏塗布後のこれらの皮膚感染症を予防することは AD の治
療上重要である。 
 黄色ブドウ球菌による皮膚感染症の発症の一機序は、抗菌ペプチドの
cathelicidin(LL-37)とβ-defensin(HBD-2)の発現抑制因子である IL-4 の産生量の
増加に伴う、抗菌ペプチド産生量の減少【Peck Y. et. al. 2002】【Kay A. B. et. al. 
1991】による抗菌作用低下であると考えられる。 
 タクロリムスは、in vitro においてヒトヘルパーT 細胞からの IL-4 の産生を転写
段階で約 90%抑制すること【Sakuma S. et. al. 2001】、およびマウスで IL-4 の産生を
約 40%抑制すること【Hiroi J. et. al. 1998】が報告されている。これにより抗菌ペプチ
ドの発現量が増加し、皮膚感染を抑制している可能性が推測される。 
一方、IL-4 遺伝子プロモーター領域の遺伝子多型には IL-4 遺伝子の転写活性
を増強するものも含まれ【Song Z. et. al. 1996)】、これにより抗菌ペプチドの発現が
抑制され皮膚感染症が発症する可能性も考えられる。 
また、IL-4 レセプター遺伝子の IL-4Rαノックアウトマウスでは、（IL-4 ノックアウ
トマウスに比べて）感染防御において高度な障害を示すことが報告されている
【Mohrs M. et. al. 1999】【Izuhara K. et. al. 1999】。IL-4 は、皮膚組織に対しても作用
し、皮膚ケラチノサイト表面には、IL-4 Rαが存在することから、IL-4 レセプター遺
伝子多型が皮膚感染症の発症に関与している可能性も推測される。 
しかし、IL-4 遺伝子プロモーター領域および IL-4 レセプター遺伝子の遺伝子多
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型とタクロリムス軟膏塗布後の皮膚感染症との関連性は検討されていない。 
そこで、本研究の第 1 章では、IL-4 遺伝子プロモーター領域における 5 種類の
SNPｓ(-33 C＞T, -81 A＞G, -144 C＞T, -589 C＞T および-1098 T＞G)および
IL-4 レセプター遺伝子における 3 種類の SNPs(148 A＞G, 1432 T＞C および 1652 
A＞G)に着目し、日本人 AD 患者における黄色ブドウ球菌による皮膚感染症と抗
菌ペプチドの発現に関与する IL-4 遺伝子多型との関連性について検討を行った。 
 次に、ヘルペスウイルスによる KVE の発症の一機序は、抗ウイルス作用を有す
るインターフェロン(IFN)-γの誘導因子である IL-18 産生量の低下【EL-Mezayen T. 
et. al. 2004】【Nakanishi K. et. al. 2001】による、IFN-γ産生量の減少であると推測
した。この IFN-γはウイルス感染によって生じる二本鎖 RNA などの刺激により細
胞内で IL-18 を介して産生が誘導され、非感染細胞に作用することで抗ウイルス
作用を示す。また、IL-18 はヘルペスウイルスなどの感染の刺激によりマクロファ
ージ等から産生が促進され、自然免疫系を介した生態防御反応に関与している。 
 タクロリムスは in vitro において、ヒト末梢血単核細胞からの IL-18 の産生を抑制
することが示されており【Kuinose M. et. al. 2000】、これにより副作用として KVE が
発症すると考えられる。 
 この L-18 は各種免疫疾患の病態に大きく影響することが知られており、免疫疾
患の１つであるサルコイドーシスにおいて、血清中 IL-18 濃度の低下や症状の発
現が IL-18 遺伝子多型と関連性があることが報告されている【Zhou Y. et. al. 2005】。
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しかし、AD 患者の KVE 発症の機序に関しては詳細に検討されておらず、血清中
IL-18 濃度との関連性についてしか報告されていない【Ichinohe S. et. al. 2003】。 
 そこで、本研究の第 2 章では、IL-18 遺伝子プロモーター領域における 3 種類の
SNPｓ(-137G>C, -607C>A および-656G>T)に着目し、日本人 AD 患者における  
ヘルペスウイルスによる KVE とウイルスの増殖を抑制する IFN-γの発現量に関
与する IL-18 遺伝子多型との関連性について検討を行った。 
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                     本 論 
 
第1章 アトピー性皮膚炎患者におけるタクロリムス軟膏塗布後の 
黄色ブドウ球菌による皮膚感染と IL-4 遺伝子多型との関連性 
 
第１節 実験材料および方法 
Ⅰ-1-1 実験材料 
1) 購入試薬、酵素および機器 
スタンプ式培地は、ブドウ球菌用卵黄加マンニット食塩培地のクリーンスタン
プ「ニッスイ」を日水製薬株式会社より購入した。擦り込み式アルコールローシ
ョンは、ラビネット液を建栄製薬より購入した。 
Blend Taq は東洋紡より購入した。Ampli Taq Gold は Apllide Biosystems より
購入した。制限酵素については、AvaⅡはタカラバイオ、BseRⅠおよび BslⅠは
New England Biolabs より購入した。Big Dye Terminater は Apllide Biosystems
より購入した。標的とした遺伝子領域の増幅反応には全て PTC-100(MJ 
RESEARCH)を用いた。 
配列決定には Big Dye Terminater V1.1 Cycle Sequencing Kit(Apllide 
Biosystems)および ABI PRISM 310  Genetic  Analyzer(Apllide Biosystems)を
用いて、Sequencing Analysis ソフトウエア(Apllide Biosystems)で解析を行った。 
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2) 血液試料提供者 
研究開始の 3 週間以上前(19～25 日)よりステロイド外用剤を塗布していない
20 歳以上で、日本皮膚科学会編「アトピー性皮膚炎診断基準」に合致した日本
人 AD 患者のうち、本研究内容について文書にて説明し、同意を得られた 21 名
とした。 
対象として AD 疾患のない日本人健常者で AD 患者と同様に本研究内容に
ついて文書にて説明し、同意を得られた 100 名とした。 
 
3) AD の診断基準 
AD の診断は、日本皮膚科学会編「アトピー性皮膚炎診断基準」に従い、診
断基準の 4 つの基本項目「①瘙痒、②典型的な皮疹の形態と分布、③慢性あ
るいは慢性再発性皮膚炎、④アトピー（喘息、アレルギー性鼻炎、アトピー性皮
膚炎）の既往または家族暦」のうち 3 項目以上満たした患者を AD 患者とした。 
 
4) 倫理的配慮 
血液採取後は、全てのサンプルの二重の匿名化を行い、サンプルの採取者
においても、解析結果からサンプルを提供した患者個人名が特定できないよう
にするなど、倫理的問題に関する十分な配慮を行った。プロトコルは、東京逓
信病院の倫理委員会に承諾を受けた。 
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Ⅰ-1-2 タクロリムス軟膏塗布前後の黄色ブドウ球菌による皮膚感染の有無 
皮膚での Staphyloccus aureus (黄色ブドウ球菌)の検出には、ブドウ球菌検
出用スタンプ式培地を用いて行った。 
皮膚中の常在菌を検出するために皮膚疾患部をアルコールローションで消
毒し、5 分後に消毒部位の皮膚にブドウ球菌検出用スタンプ式培地を接触させ、
35℃で 48 時間培養した。 
黄色ブドウ球菌による皮膚感染の有無は、このスタンプ式培地１個あたりの
黄色ブドウ球菌のコロニー数を調査した。 
 
Ⅰ-1-3 IL-4 遺伝子プロモーター領域の遺伝子多型解析 
本研究では、IL-4 遺伝子プロモーター領域(GenBank accession No. M 
23442)の 5 つの SNPs(-33 C>T ,-81 A>G ,-144 C>T ,-589 C>T および-1098 
T>G)の遺伝子型を測定した。 
 
1) IL-4 遺伝子プロモーター領域(-33 C>T,-81 A>G および-144 C>T )の遺伝子
多型解析 
(1) PCR 
  PCR は、IL-4 遺伝子プロモーター領域の -33, -81, -144 を含む 427bp を   
増幅した。 
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 反応溶液は全量を 25μL とし、1×Buffer Mg2+ free Taq buffer、0.2mM each 
dNTP、0.75μM forward primer#1、0.75μM reverse primer#2、template DNA、  
1×Blend Taq の組成で 94℃で 2 分間熱変性を行った後、94℃で 30 秒、57℃
で 30 秒、72℃で 30 秒間のインキュベーションを 30 サイクルくり返し、最後に
72℃で 5 分間インキュベーションした。 
 なお、プライマーは、IL-4 遺伝子プロモーター領域の増幅およびダイレクトシ
ークエンスの反応効率を向上させることを目的に 1) PCR 産物の長さ 300bp  
以下 、2) GC 含量 (45～55%)および3) Tm 値(50～57℃)の条件でプライマーを
設計した。 
 
   #1IL-4 prom F (20bp):   5'-ACT CTA TCT TTC CCC AGG AG-3' 
   #2IL-4 prom R (18bp):   5'-ACG GAC ACA AGT GCG ATA-3' 
 
(2)IL-4 遺伝子プロモーター領域の塩基配列の確認   
 PCR 産物の塩基配列は、ダイレクトシークエンス法で決定した。 
ダイレクトシークエンス反応は、方法(1)で設計した forward primer#1 を用いて、
Big Dye Terminator を 4μL、Template DNA を 120 ng 添加して行った。 
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2) IL-4 遺伝子プロモーター領域(-589 C>T )の遺伝子多型解析 
(1) PCR 
 PCR は、IL-4 遺伝子プロモーター領域の -589 を含む 124bp を増幅した。  
反応溶液は全量を 25μL とし、1×Ampli Taq Gold buffer、0.2mM each dNTP、
0.75μM forward primer#3、0.75μM reverse primer#4、1.5μM MgCl2、template 
DNA、1×Ampli Taq  Gold の組成で 95℃で 5 分間熱変性を行った後、95℃で
30 秒、55℃で 30 秒、72℃で 30 秒間のインキュベーションを 45 サイクルくり返
し、最後に 72℃で 5 分間インキュベーションした。 
 
   #3IL-4 prom F (23bp):   5'-CAT TAA ACT TGG GAG AAC ATG GT-3' 
   #4IL-4 prom R (20bp):   5'-GCA TCT TGG AAA CTG TCC TG-3' 
 
(2)IL-4 遺伝子プロモーター領域(-589 C>T )の判定   
 得られた PCR 産物 5μL を AvaⅡで 37℃、2 時間の制限酵素処理を行った。
制限酵素処理後の PCR 産物 5μL を 2.0(W/V)%のアガロースゲルで電気泳
動をして判定した。 
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3) IL-4 遺伝子プロモーター領域(-1098 T>G)の遺伝子多型解析 
(1) PCR 
 PCR は、IL-4 遺伝子プロモーター領域の -1098 を含む 151bp を増幅した。
反応溶液は全量を 25μL とし、1×Buffer Mg2+ free Taq buffer、0.2mM each 
dNTP、0.75μM forward primer#5、0.75μM reverse primer#6、template DNA、  
1×Blend Taq の組成で 94℃で 2 分間熱変性を行った後、94℃で 30 秒、57℃
で 30 秒、72℃で 30 秒間のインキュベーションを 30 サイクルくり返し、最後に
72℃で 5 分間インキュベーションした。 
 
 #5IL-4 prom F (26bp):   5'-GAG GGC TGA TTT GTA AGT CCG TAA GA-3' 
 #6IL-4 prom R (24bp):   5'-ATC CTC CTA CCT CAG TCT CCC AAA-3' 
 
(2)IL-4 遺伝子プロモーター領域(-1098 T>G )の判定   
 得られた PCR産物5μLをBslⅠで55℃、1.5時間の制限酵素処理を行った。
制限酵素処理後の PCR 産物 5μL を 3.0(W/V)%のアガロースゲルで電気泳動
をして判定した。 
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Ⅰ-1-4 IL-4 レセプター遺伝子の遺伝子多型解析 
 本研究では、IL-4 レセプター遺伝子 (GenBank  accession No. HsIL4R)の３つ
の SNPs(148 A>G , 1432 T>C および 1652 A>G)の遺伝子型を測定した。 
 
1) IL-4 レセプター遺伝子(148 A>G)の遺伝子多型解析 
(1) PCR 
Allele specific PCR は、IL-4 レセプター遺伝子の 148 を含む 150bp を増幅し
た。反応溶液は全量を 25μL とし、1×Ampli Taq Gold buffer、0.2mM each 
dNTP、0.75μM forward primer (A)#7 または 0.75μM forward primer (G)#8、  
0.75μM reverse primer#9、1.5μM MgCl2、template DNA、1×Ampli Taq Gold 
の組成で 95℃で 5 分間熱変性を行った後、95℃で 30 秒、55℃で 30 秒、72℃
で 30 秒間のインキュベーションを 40 サイクルくり返し、最後に 72℃で 10 分間
インキュベーションした。 
 
    #7IL-4 REC 148(A)F(16bp)： 5'-GAA GCC CAC ACG TGT A-3' 
    #8IL-4 REC 148(G)F(16bp)： 5'-GAA GCC CAC ACG TGT G -3' 
    #9IL-4 REC 148 R(18bp)  ： 5'-TCG CTG GGC TTG AAG GAG-3' 
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(2)IL-4 レセプター遺伝子(148 A>G)の判定   
Allele specific PCR で得られた PCR 産物 5μL を 2.0(W/V)%のアガロースゲ
ルで電気泳動をして判定した。 
 
2) IL-4 レセプター遺伝子(1432 T>C)の遺伝子多型解析 
(1) PCR 
PCR は、IL-4 レセプター遺伝子の 1432 を含む 373bp を増幅した。反応溶液
は全量を 25μL とし、1×Ampli Taq Gold buffer、0.2mM each dNTP、0.75μM 
forward primer#10、0.75μM reverse primer#11、1.5μM MgCl2、template DNA、  
1×Ampli Taq Gold の組成で 95℃で 5 分間熱変性を行った後、95℃で 30 秒、
55℃で 30 秒、72℃で 30 秒間のインキュベーションを 40 サイクルくり返し、最後
に 72℃で 10 分間インキュベーションした。 
 
  #10IL-4 REC 1432 F(20bp)： 5'-GCA TCG CCT GAG AGC AGC AG-3' 
  #11IL-4 REC 1432 R(21bp)： 5'-GAC ACG GTG ACT GGC TCG AGG-3' 
 
(2)IL-4 レセプター遺伝子(1432 T>C)の判定   
 得られた PCR 産物 5μL を BseRⅠで 37℃、8 時間の制限酵素処理を行っ
た。制限酵素処理後の PCR 産物 5μL を 4.0(W/V)%のアガロースゲルで電気
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泳動をして判定した。 
 
3) IL-4 レセプター遺伝子(1652 A>G)の遺伝子多型解析 
(1) PCR 
 PCR は、IL-4 レセプター遺伝子の 1652 を含む 87bp を増幅した。反応溶液は
全量を 25μL とし、1×Ampli Taq Gold buffer、0.2mM each dNTP、0.75μM 
forward primer#12、0.75μM reverse primer#13、1.5μM MgCl2、template DNA、 
1×Ampli Taq Gold の組成で 95℃で 5 分間熱変性を行った後、95℃で 30 秒、
63℃で 30 秒、72℃で 30 秒間のインキュベーションを 45 サイクルくり返し、最後
に 72℃で 10 分間インキュベーションした。 
 
#12IL-4 REC 1652 F(25bp)： 5'-GTC TCG GCC CCC ACC ACC GGC TAT C-3' 
#13IL-4 REC 1652 R(21bp)： 5'-ACC CAA GCC CAC CAC CGC ACT-3' 
 
(2)IL-4 レセプター遺伝子(1652 A>G)の判定   
 得られた PCR 産物 5μL を BslⅠで 55℃、1.5 時間の制限酵素処理を行った。
制限酵素処理後の PCR 産物 5μL を 4.0(W/V)%のアガロースゲルで電気泳動
をして判定した。 
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Ⅰ-1-5 診断法の信頼性とバイアスに関する解析 
 診断法の信頼性と本研究に用いた検体が母集団を反映しているか否かを確
認するため、日本人における遺伝子型あるいは allele 頻度が報告されているも
のについては、それらの頻度と比較し、観察値が Hardy-Weinberg の法則から
得られる期待値と一致しているかを確認した。 
 
Ⅰ-1-6 統計学的解析 
各グループ間の有意差は、Man-Whiteny's U テストを用いて行った。     
p 値が 0.05%未満を統計学的有意と判定した。 
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第 2 節 実験結果 
Ⅰ-2-1 患者 
AD 患者 21 名(男性 16 名、女性 5 名)の平均年齢は 31±6 歳、total IgE 値は
6280.0±6071.1 kU/L と正常値（0～300 kU/ L）よりも高値であった(Table 1)。 
対象として用いた日本人健常者 100 名(男性 27 名、女性 73 名)の平均年齢
は 23±3 歳であり、IgE 値は正常範囲内（0～300 kU/ L）であった。 
 
Ⅰ-2-2 タクロリムス軟膏塗布前後の黄色ブドウ球菌による皮膚感染の有無 
黄色ブドウ球菌検出用スタンプ式培地を用いて黄色ブドウ球菌のコロニーを
確認することができた(Fig.1)。 
  AD 患者 21 名において、タクロリムス軟膏塗布前の皮膚疾患部からの黄色
ブドウ球菌の検出者数は 15 名(71%)と健常者 20 名中 0 名(0%)と比較して有意
(p<0.05)に多いことが認められた。  
また、AD 患者では、黄色ブドウ球菌の検出者をコロニー数で分類したところ、
黄色ブドウ球菌が検出されたのは、タクロリムス軟膏塗布前で 21 名中 15 名
(71%)、タクロリムス軟膏塗布後で 21 名中 4 名(20%)であった(Table 2)。 
AD 患者における黄色ブドウ球菌の検出者数とコロニー数は、タクロリムス軟
膏を塗布前と塗布後で、塗布後に有意(p<0.05)に減少した。 
 
19 
Ⅰ-2-3 IL-4 遺伝子プロモーター領域の遺伝子多型解析 
1) 遺伝子多型解析 
 ダイレクトシークエンス法および PCR-RFLP 法を用いて IL-４遺伝子プロモー
ター領域の遺伝子多型解析を行った結果、標的の 5 つの SNPs(-33 C>T ,-81 
A>G ,-144 C>T ,-589 C>T および-1098 T>G)の野生型ホモ接合体、ヘテロ接
合体および変異型ホモ接合体の 3 種類のシグナルをそれぞれ確認することが
できた(Fig.2)。 
 
2)診断法の信頼性 
 診断法の信頼性とバイアスに関する解析の結果、本研究で算出した日本人
健常者の 5 種類の SNPs における allele 頻度(%)は、それぞれ-33 C>T 
(65.5/34.5), -81 A>G (100.0/0.0), -144 C>T (97.5/2.5), -589 C>T (68.5/31.5)お
よび-1098 T>G (98.5/1.5)であり、これまでに JSNP data base に報告されてい
る日本人の allele 頻度の-33 C>T (65.7/34.3), -81 A>G (データなし), -144 C>T 
(98.0/2.0), -589 C>T (58.0/42.0)および-1098 T>G (95.0/5.0)とほぼ一致してい
た(Table 3)。また、Hardy-Weinberg の法則から得られる期待値とほぼ一致して
いた(Table 4)。 
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3) 健常者とアトピー性皮膚炎患者の IL-４遺伝子プロモーター領域の     
遺伝子多型 
 AD 患者と健常者の間では 5 種類の SNPs(-33C>T,-81A>G,-144C>T, 
-589C>T および-1098T>G)での遺伝子型または allele 頻度で有意差は認め
られなかった(Table 5)。 
 
4) 黄色ブドウ球菌と IL-４遺伝子プロモーター領域の遺伝子多型 
 AD患者でタクロリムス軟膏塗布後に黄色ブドウ球菌が検出された4名と検出
されなかった 17 名との間においても、IL-４遺伝子プロモーター領域の5 種類の
SNPs の遺伝子型および allele 頻度で有意差は認められなかった (Table 6)。 
 
 
Ⅰ-2-4 IL-4 レセプター遺伝子の遺伝子多型解析  
1) 遺伝子多型解析 
 PCR-RFLP 法を用いて IL-４レセプター遺伝子の遺伝子多型解析を行った 
結果、標的の 3 つの SNPs(148 A>G , 1432 T>C および 1652 A>/G)の野生型
ホモ接合体、ヘテロ接合体および変異型ホモ接合体の 3 種類のシグナルを 
それぞれ確認することができた(Fig.3)。 
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2) 診断法の信頼性 
 診断法の信頼性とバイアスに関する解析の結果、本研究で算出した日本人
健常者の 3 種類の SNPs における allele 頻度(%)は、それぞれ 148 A>G 
(57.0/43.0), 1432 T>C (92.0/8.0),および 1652 A>/G (100.0/0.0)であり、これま
でに JSNP data base に報告されている日本人の allele 頻度の 148 A>G 
(54.5/45.5), 1432 T>C (97.8/2.2), 1652 A>/G（94.3/5.7）とほぼ一致していた
(Table 7)。また、Hardy-Weinberg の法則から得られる期待値とほぼ一致してい
た(Table 8)。 
 
3) 健常者とアトピー性皮膚炎患者の IL-４ レセプター遺伝子の遺伝子多型 
 IL-4 レセプター遺伝子の 148 A>G の 3 つの SNPs(148 A>G , 1432 T>C およ
び 1652 A>/G)では、AD 患者 21 名と健常者 100 名との間での遺伝子型および
allele 頻度で有意差は認められなかった (Table 9)。 
 
4) 黄色ブドウ球菌と IL-４ レセプター遺伝子の遺伝子多型 
AD 患者でタクロリムス軟膏塗布後に黄色ブドウ球菌が検出された 4 名と検
出されなかった 17 名との間においても、IL-4 レセプター遺伝子の 3 つの
SNPs(148 A>G ,1432 T>C および 1652 A>/G)の遺伝子型および allele 頻度で
有意差は認められなかった(Table 10)。 
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しかし、タクロリムス軟膏塗布後に黄色ブドウ球菌が検出されなかった 17 名
と健常者 100 名との間では、ブドウ球菌が検出されなかった AD 患者で IL-4 レ
セプター遺伝子の 148 A から G の変異が多く有意差（p<0.05）が認められた。 
 
 
Staphyloccus aureus
Fig.1 黄色ブドウ球菌の検出結果
10mm
Table 2  黄色ブドウ球菌検出者数
タクロリムス軟膏
塗布前
タクロリムス軟膏
塗布後
非感染 6 (30) 17 (80) 20 (100)
感染 15 (70) 4 (20) 0 (0)
黄色ブドウ球菌
コロニー数
AD患者（％）
健常者(%)
Table 1 　AD患者背景
健常者 AD患者
ｎ 100 21
平均年齢 23 ± 3 31 ± 6
男性：女性 27 ： 73 16 ： 5
血清IgE値（kU/L) - 6280.0±607.11
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Fig. 2 IL-4遺伝子プロモーター領域の遺伝子多型解析結果
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a) ダイレクトシークエンス法での遺伝子多型解析結果
-33C>T
C/C C/T T/T
1 2 3
-144C>T
C/C C/T
1 2
-81A>G
A/A
1
b）RCR-RFLP法での遺伝子多型解析後の確認泳動図
-1098T>G-589C>T
C/C C/T T/T T/T T/G G/G
1 2 31 2 3
注） １：野生型ホモ接合体
２：ヘテロ接合体
３：変異型ホモ接合体
Table 3 　日
本
人
健
常
者
で
の
IL-4 遺
伝
子
プ
ロ
モ
ー
ター
領
域
の
各
SNPｓの
allele頻
度
C
T
A
G
C
T
C
T
T
G
本
研
究
デ
ー
タ (%)
［n=100］
65.5
34.5
100.0
0.0
97.5
2.5
68.5
31.5
98.5
1.5
JSNP (%)
data base
65.7
34.3
‐
‐
98.0
2.0
58.0
42.0
95.0
5.0
‐589C>T
‐1098T>G
SNPs
allele 頻
度
‐33C>T
‐81A>G
‐144C>T
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Table 4　日
本
人
健
常
者
で
の
IL-4 遺
伝
子
プ
ロ
モ
ー
ター
領
域
の
各
SNPｓの
遺
伝
子
型
お
よ
び
allele頻
度
W/W
W/M
M/M
total
w/w
w/m
m/m
p (w)
q (m)
p (w)2
2p (w)q (m)
q (m)2
‐33C>T
44
43
13
100
0.440
0.430
0.130
0.655
0.345
0.429
0.452
0.119
‐81A>G
100
0
0
100
1.000
NC
NC
1.000
NC
1.000
0.000
0.000
‐144C>T
95
5
0
100
0.950
0.050
NC
0.975
0.025
0.951
0.049
0.001
‐589C>T
46
45
9
100
0.460
0.450
0.090
0.685
0.315
0.469
0.432
0.099
‐1098T>G
84
15
1
100
0.840
0.150
0.010
0.915
0.085
0.837
0.156
0.007
‡NC: not calculated. 
allele frequencies
Genotype
genotype frequencis
SNPs
‡
‡‡
‡
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Table 5
AD患
者
と健
常
者
に
お
け
るIL-4遺
伝
子
プ
ロ
モ
ー
ター
領
域
の
遺
伝
子
多
型
SNPs
W/W
W/M
M/M
total
w/w
w/m
m/m
p (w)
q (m)
健
常
者
44
43
13
100
0.44
0.43
0.13
0.655
0.345
AD患
者
12
3
6
21
0.57
0.14
0.29
0.643
0.357
健
常
者
100
0
0
100
1.00
NC
NC
1.000
0.000
AD患
者
21
0
0
21
1.00
NC
NC
1.000
0.000
健
常
者
95
5
0
100
0.95
0.05
NC
0.975
0.025
AD患
者
20
1
0
21
0.95
0.05
NC
0.976
0.024
健
常
者
46
45
9
100
0.46
0.45
0.09
0.685
0.315
AD患
者
12
6
3
21
0.57
0.29
0.14
0.714
0.286
健
常
者
84
15
1
100
0.84
0.15
0.01
0.915
0.085
AD患
者
17
3
1
21
0.81
0.14
0.05
0.881
0.119
† p values were calculated  by Mann-Whitney U test.
‡NC: not calculated. 
P value†
allele frequencies
Genotype
genotype frequencis
‐1098T>G
0.83
1.00
0.96
0.61
0.60
‐33C>T
‐81A>G
‐144C>T
‐589C>T
‡
‡‡
‡
‡‡
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Table 6
タクロ
リム
ス
軟
膏
塗
布
後
の
黄
色
ブ
ドウ
球
菌
に
よ
る
皮
膚
感
染
症
とIL-4遺
伝
子
プ
ロ
モ
ー
ター
領
域
の
遺
伝
子
多
型
W/W
W/M
M/M
total
w/w
w/m
m/m
p (w)
q (m)
健
常
者
44
43
13
100
0.440
0.430
0.130
0.655
0.345
0.381
非
感
染
AD
11
2
4
17
0.647
0.118
0.235
0.706
0.294
0.151
感
染
AD
1
1
2
4
0.250
0.250
0.500
0.375
0.625
0.234
健
常
者
100
0
0
100
1.000
NC
NC
1.000
0.000
1.000
非
感
染
AD
17
0
0
17
1.000
NC
NC
1.000
0.000
1.000
感
染
AD
4
0
0
4
1.000
NC
NC
1.000
0.000
1.000
健
常
者
95
5
0
100
0.950
0.050
NC
0.975
0.025
0.602
非
感
染
AD
17
0
0
17
1.000
NC
NC
1.000
0.000
0.214
感
染
AD
3
1
0
4
0.750
0.250
NC
0.875
0.125
0.190
健
常
者
46
45
9
100
0.460
0.450
0.090
0.685
0.315
0.640
非
感
染
AD
10
4
3
17
0.588
0.235
0.176
0.706
0.294
0.896
感
染
AD
2
2
0
4
0.500
0.500
NC
0.750
0.250
1.000
健
常
者
84
15
1
100
0.840
0.150
0.010
0.915
0.085
0.367
非
感
染
AD
13
3
1
17
0.765
0.176
0.059
0.853
0.147
0.619
感
染
AD
4
0
0
4
1.000
NC
NC
1.000
0.000
0.545
† p values were calculated  by Mann-Whitney U test.
‡NC: not calculated. 
P value†
‐1098T>G
‐33C>T
‐81A>G
‐144C>T
‐589C>T
allele frequencies
Genotype
genotype frequencis
SNPs
‡‡‡‡
‡‡‡‡‡‡‡‡
‡
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注） １：野生型ホモ接合体
２：ヘテロ接合体
３：変異型ホモ接合体
A  G A  GA G
148A>G
1 2 3
a) Allele specific PCR法での遺伝子多型解析後の確認泳動図
Fig.3 IL-4 レセプター遺伝子の遺伝子多型解析結果
1432T>C 1652A>G
T/T T/C C/C A/A A/G G/G
1 2 3 1 2 3
b) RCR-RFLP法での遺伝子多型解析後の確認泳動図
Table 7 日
本
人
健
常
者
で
の
IL-4 レ
セ
プ
ター
遺
伝
子
の
各
SNPｓの
allele頻
度
A
G
T
C
A
G
本
研
究
デ
ー
タ (%)
［n=100］
57.0
43.0
92.0
8.0
100.0
0.0
JSNP(%)
data base
54.5
45.5
97.8
2.2
94.3
5.7
SNPs
allele 頻
度
148 A > G
1432 T > C
1652 A > G
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Table 8　日
本
人
健
常
者
で
の
IL-4 レ
セ
プ
ター
遺
伝
子
の
各
SNPｓの
遺
伝
子
型
お
よ
び
allele頻
度
W/W
W/M
M/M
total
w/w
w/m
m/m
p (w)
q (m)
p (w)2
2p (w)q (m)
q (m)2
148 A > G
33
48
19
100
0.330
0.480
0.190
0.570
0.430
0.325
0.490
0.185
1432 T > C
42
8
0
50
0.840
0.160
NC
0.920
0.080
0.846
0.147
0.006
1652 A > G
20
0
0
20
1.000
NC
NC
1.000
0.000
1.000
0.000
0.000
‡NC: not calculated. 
allele frequencies
Genotype
genotype frequencis
SNPs
‡‡
‡
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Table 9
AD患
者
と健
常
者
に
お
け
るIL-4 レ
セ
プ
ター
遺
伝
子
の
遺
伝
子
多
型
SNPs
W/W
W/M
M/M
total
w/w
w/m
m/m
p (w)
q (m)
健
常
者
33
48
19
100
0.33
0.48
0.19
0.570
0.430
AD患
者
3
9
9
21
0.14
0.43
0.43
0.357
0.643
健
常
者
42
8
0
50
0.84
0.16
NC
0.920
0.080
AD患
者
20
1
0
21
0.95
0.05
NC
0.976
0.024
健
常
者
20
0
0
20
1.00
NC
NC
1.000
0.000
AD患
者
21
0
0
21
1.00
NC
NC
1.000
0.000
† p values were calculated  by Mann-Whitney U test.
‡NC: not calculated. 
P value
†
allele frequencies
Genotype
genotype frequencis
0.831
0.264
0.961
148 A > G
1432 T > C
1652 A > G
‡‡‡‡
‡‡
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Table 10
タクロ
リム
ス
軟
膏
塗
布
後
の
黄
色
ブ
ドウ
球
菌
に
よ
る
皮
膚
感
染
症
とIL-4 レ
セ
プ
ター
遺
伝
子
の
遺
伝
子
多
型
W/W
W/M
M/M
total
w/w
w/m
m/m
p (w)
q (m)
健
常
者
33
48
19
100
0.330
0.480
0.190
0.570
0.430
0.010
非
感
染
AD
3
6
8
17
0.176
0.353
0.471
0.353
0.647
0.830
感
染
AD
0
3
1
4
NC
0.750
0.250
0.375
0.625
0.476
健
常
者
42
8
0
50
0.840
0.160
NC
0.920
0.080
0.100
非
感
染
AD
16
0
0
17
0.941
NC
NC
0.941
0.000
1.000
感
染
AD
3
1
0
4
0.750
0.250
NC
0.875
0.125
0.190
健
常
者
20
0
0
20
1.000
NC
NC
1.000
0.000
1.000
非
感
染
AD
17
0
0
17
1.000
NC
NC
1.000
0.000
1.000
感
染
AD
4
0
0
4
1.000
NC
NC
1.000
0.000
1.000
† p values were calculated  by Mann-Whitney U test.
‡NC: not calculated. 
P value†
148 A > G
1432 T > C
1652 A > G
allele frequencies
Genotype
genotype frequencis
SNPs
‡‡‡
‡
‡
‡‡
‡
‡
‡
‡
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第 3 節 考察 
 ダイレクトシークエンス法および PCR-RFLP 法を用いた IL-4 遺伝子プロモータ
ー領域および IL-4 レセプター遺伝子の遺伝子多型解析法は、標的の各 SNPs
の野生型ホモ接合体、ヘテロ接合体および変異型ホモ接合体の 3 種類をそれぞ
れ確認することができ、これまでに報告されている日本人の allele 頻度および
Hardy-Weinberg の法則から得られる期待値ともほぼ一致した。これらのことから、
今回の検討における AD 患者および健常人の選定と診断法は信頼性があると考
えられた。 
タクロリムス軟膏で治療前の AD 患者の皮膚疾患部では、従来の報告と同様
に健常人の正常皮膚には認められない黄色ブドウ球菌が検出され、感染症の 
一因となっていることが考えられた。黄色ブドウ球菌の検出者数は、タクロリムス
軟膏を塗布前と塗布後の AD 患者間で、塗布後に有意(p<0.05)に減少した。   
しかし、タクロリムス軟膏を塗布後に黄色ブドウ球菌が検出された 4 名と検出さ
れなかった 17 名との間で、IL-4 遺伝子プロモーター領域の 5 種類の SNPs の  
遺伝子型で有意差が認めらなかったことから、IL-4 遺伝子多型により抗菌ペプ
チドの発現が抑制される可能性が低いことが推測された。 
また、IL-4 レセプター遺伝子の IL-4Rαノックアウトマウスでは、IL-4 ノックアウ
トマウスに比べて感染防御において高度な障害を示すことが報告されている
【Mohrs M. et. al. 1999】【Izuhara K. et. al. 1999】ことから、IL-4 レセプター遺伝子
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の遺伝子多型が皮膚感染症の発症に関与していると推測した。 
今回、IL-4 レセプター遺伝子の 148 A>G では、タクロリムス軟膏塗布後に黄色
ブドウ球菌が検出されなかった 17 名と健常者 100 名との間では、ブドウ球菌が
検出されなかった AD 患者で IL-4 レセプター遺伝子の 148 A から G の変異が多
く有意差（p<0.05）が認められた。しかし、クロリムス軟膏を塗布後に黄色ブドウ球
菌が検出された 4 名と検出されなかった 17 名との間で、IL-4 レセプター遺伝子
の 3 種類の SNPs の遺伝子型で有意差が認められなかったことから、IL-4 レセプ
ター遺伝子の遺伝子多型が皮膚感染症の発症に関与している可能性が低いこ
とが推測された。 
 これらのことから、黄色ブドウ球菌による皮膚感染症と IL-4 遺伝子多型との関
連性は示されなかった。 
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第４節 小括 
タクロリムス軟膏で治療前の日本人 AD 患者の皮膚疾患部では、従来の報告と
同様に健常人の正常皮膚には認められない黄色ブドウ球菌が検出され、感染
症の一因となっていることが考えられた。また、黄色ブドウ球菌の検出者数は、
タクロリムス軟膏を塗布前と塗布後の AD 患者間で、塗布後に有意(p<0.05)に 
減少した。しかし、タクロリムス軟膏を塗布後に黄色ブドウ球菌が検出された4 名
と検出されなかった 17 名との間では、IL-4 遺伝子プロモーター領域の 5 種類の
SNPs および IL-4 レセプター遺伝子の 3 種類の SNPs の遺伝子型および allele
頻度で有意差が認めらなかったことから、IL-4 遺伝子多型により抗菌ペプチドの
発現が抑制される可能性が低いことが推測された。 
これらのことから、AD 患者においてタクロリムス軟膏塗布後の黄色ブドウ球菌
による皮膚感染症と IL-4 遺伝子多型との関連性は示されなかった。 
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第2章 アトピー性皮膚炎患者におけるタクロリムス軟膏塗布後の 
カポジ水痘様発疹症の発症と IL-18 遺伝子多型との関連性 
 
第１節 実験材料および方法 
Ⅱ-1-1 実験材料 
１） 購入試薬および機器 
 Blend Taq は東洋紡より購入した。Big Dye Terminater は Apllide Biosystems よ
り 購 入 し た 。 標 的 と し た 遺 伝 子 領 域 の 増 幅 反 応 に は 全 て PTC-100(MJ 
RESEARCH)を用いた。 
 配 列 決 定 に は Big Dye Terminater V1.1 Cycle Sequencing Kit(Apllide 
Biosystems)および ABI PRISM 310  Genetic  Analyzer(Apllide Biosystems)を
用いて、Sequencing Analysis ソフトウエア(Apllide Biosystems)で解析を行った。 
 
2) 血液試料提供者 
Ⅰ-1-1 2)と同様に行った。 
 
3) AD の診断基準 
Ⅰ-1-1 3)と同様に行った。 
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4) 倫理的配慮 
Ⅰ-1-1 4)と同様に行った。 
 
Ⅱ-1-2 タクロリムス軟膏塗布前後のヘルペスウイルスによる皮膚感染の有無 
カポジ水痘様発疹症の判定は、タクロリムス軟膏を塗布前後の AD 患者の皮
膚疾患部を調査した。 
 
Ⅱ-1-3 IL-18 遺伝子プロモーター領域の遺伝子多型解析 
 本研究では、IL-18 遺伝子プロモーター領域(GenBank accession No. 
AB015961)の３つの SNPs(-137 G>C , -607 C>A および-656 G>T)の遺伝子型
を測定した。 
 
1) IL-18 遺伝子プロモーター領域(-137 G >C)の遺伝子多型解析 
 (1) PCR 
 PCR は、IL-18 遺伝子プロモーター領域の -137 を含む 300bp を増幅した。
反応溶液は全量を 25μL とし、1×Blend Taq buffer、0.2mM each dNTP、 
0.75μM forward primer#14、0.75μM reverse primer#15、template DNA、1×
Blend Taq の組成で 94℃で 2 分間熱変性を行った後、94℃で 30 秒、55℃で
30秒、72℃で30秒間のインキュベーションを30サイクルくり返し、最後に72℃
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で 5 分間インキュベーションした。 
 なお、プライマーは、IL-18 遺伝子プロモーター領域の増幅およびダイレクト
シークエンスの反応効率を向上させることを目的に 1) PCR 産物の長さ 300bp
以下 、2) GC 含量 (45～55%)および 3) Tm 値(50～57℃)の条件でプライマー
を設計した。 
 
  #14IL-18-137ssF(20bp)： 5'-TCT AAT GGA CTA AGG AGG TG-3' 
  #15IL-18-137ssR(16bp)： 5'-TCC AGG CAG TCG CCA G-3' 
 
(2)IL-18 遺伝子プロモーター領域の塩基配列の確認   
 IL-18 遺伝子プロモーター領域の PCR 産物の塩基配列をダイレクトシークエ
ンス法で決定した。ダイレクトシークエンス反応は、方法(1)で設計した reverse 
prime#15 を用いて、Big Dye Terminator を 4 μL、Template DNA を 120 ng 添
加して行った。 
 
2) IL-18 遺伝子プロモーター領域(-607C>A および-656G>T)の遺伝子多型解析 
(1) PCR 
PCR は、IL-18 遺伝子プロモーター領域の -607 および-656 を含む 301bp を
増幅した。 
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反応溶液は全量を 25μL とし、1×Blend Taq buffer、0.2mM each dNTP、   
0.75μM forward primer#16、0.75μM reverse primer#17、template DNA、1×Blend 
Taq の組成で 94℃ 2 分間熱変性を行った後、94℃で 30 秒、55℃で 30 秒、72℃
で 30 秒間のインキュベーションを 30 サイクルくり返し、最後に 72℃で 5 分間イン
キュベーションした。 
なお、primer は Novak ら【N. Novark.et. al. 2005】が設計したものを用いて行った。 
 
     #16IL-18prom F-600(20bp)： 5'-CTT TGC TAT CAT TCC AGG AA-3' 
     #17IL-18prom R-600(20bp)： 5'-TAA CCT CAT TCA GGA CTT CC-3' 
 
(2)IL-18 遺伝子プロモーター領域の塩基配列の確認 
IL-18 遺伝子プロモーター領域の PCR 産物の塩基配列をダイレクトシークエン
ス法で決定した。ダイレクトシークエンス反応は、方法(1)で設計した forward 
prime#16 を用いて行った。 
 
Ⅱ-1-4 診断法の信頼性とバイアスに関する解析 
Ⅰ-1-5 と同様に行った。 
 
Ⅱ-1-5 統計学的解析 
Ⅰ-1-6 と同様に行った。 
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第 2 節 実験結果 
Ⅱ-2-1 患者  
Ⅰ-2-1 と同じ AD 患者で行った。 
 
Ⅱ-2-2 タクロリムス軟膏塗布前後のヘルペスウイルスによる皮膚感染の有無 
AD 患者 21 名のうちタクロリムス軟膏塗布後に KVE を発症した AD 患者    
6 名 (男性 5 名、女性 1 名)の平均年齢は 32±7 歳、total IgE 値は 9566.7±
6960.6 kU/L と正常値よりも高値であった。KVE の発現率は 28.5%と使用成績調
査の値よりも高い頻度であった(Table 11)。 
また、KVE を発症しなかった AD 患者 15 名(男性 11 名、女性 4 名)の平均年
齢は 31±6 歳、total IgE 値は 4965.3±5373.0 kU/L であり、正常値よりも高値
であった。 
タクロリムス軟膏塗布後に KVE を発症した AD 患者の IgE 値は、KVE を発症
しなかった AD 患者の IgE 値に比べ有意(p<0.05)に高いことが認められた。 
KVE を発症した AD 患者 6 名のうち 4 名に KVE の既往歴が認められたが、
KVE を発症しなかった AD 患者 15 名に KVE の既往歴は認められなかった。 
対象として用いた日本人健常者 100 名(男性 27 名、女性 73 名)の平均年齢
は 23±3 歳であり、IgE 値は正常範囲内であった。 
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Ⅱ-2-3 IL-18 遺伝子プロモーター領域の遺伝子多型解析 
1) 遺伝子多型解析 
 ダイレクトシークエンス法を用いて IL-18 遺伝子プロモーター領域の遺伝子多型
解析を行った結果、標的の 3 つの SNPs(-137 G>C , -607 C>A および-656 G>T)
の野生型ホモ接合体、ヘテロ接合体および変異型ホモ接合体の３種類のシグナ
ルをそれぞれ確認することができた(Fig.4)。 
 
2) 診断法の信頼性 
 診断法の信頼性とバイアスに関する解析の結果、本研究で算出した日本人健
常者の 3 種類の SNPs における allele 頻度(%)は、それぞれ-137G>C(86.5/13.5), 
-607C>A (42.0/58.0), -656G>T(42.0/58.0)であり、これまでに報告されている日本
人 の allele 頻 度 【 Z.Yangui, Sarcoidosis, (2005) 】 の -137G>C (88.0/12.0), 
-607C>A(45.0/55.0), -656G>T (45.0/55.0)とほぼ一致していた(Table12)。また、
Hardy-Weinberg の法則から得られる期待値とほぼ一致していた(Table13)。 
 
3) 健常者とアトピー性皮膚炎患者の IL-18 遺伝子多型 
 AD 患者と健常者との間では IL-18 遺伝子プロモーター領域の 3 種類の
SNPs(-137 G>C , -607 C>A および-656 G>T)の遺伝子型または allele 頻度で有意
差は認められなかった(Table 14)。 
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4) KVE と IL-18 遺伝子多型 
 タクロリムス軟膏塗布後の AD 患者で KVE を発症した 6 名と発症しなかった 15
名に分けて比較した場合、IL-18 遺伝子プロモーター領域-137 の遺伝子型では、
KVE が発症しなかった 15 名すべてが野生型ホモ接合体であったのに対し、発症し
た 6 名のうち 3 名がヘテロ接合体であった。KVE が発症した AD 患者では、IL-18
遺伝子プロモーター領域-137 の G から C への変異が多く、KVE が発症しなかった
AD 患者との間の遺伝子型の頻度で有意差(p<0.05)が認められた(Table15)。KVE
が発症した AD 患者で IL-18 遺伝子プロモーター領域-137 の G から C への変異
のある 3 名のうち 2 名の 67%に KVE の既往歴が認められた。 
 また、KVE を発症しなかった AD 患者では、健常者と比較して IL-18 遺伝子プロ
モーター領域-137 のＧから C への変異が認められず遺伝子型で有意差(p<0.05)
が認められた(Table 15)。 
Table 1１　 AD患
者
背
景
健
常
者
合
計
KVE感
染
KVE非
感
染
n
100
21
6
15
平
均
年
齢
23±
3
31±
6
32±
7
31±
6
男
性
：女
性
27：73
16：5
5：1
11：4
血
清
IgE値
-
6280.0±
6071.1
9566.7±
6960.6
4965.3±
5373.0
AD患
者
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注
）
１：野
生
型
ホ
モ
接
合
体
２：ヘ
テ
ロ接
合
体
３：変
異
型
ホ
モ
接
合
体
Fig. 4 ダ
イレクトシ
ー
クエ
ンス
法
で
の
IL-18 遺
伝
子
プ
ロ
モ
ー
ター
領
域
の
遺
伝
子
多
型
解
析
結
果
-137 G>C
G/G
G/C
C/C
-607 C>A
C/C
C/A
A/A
-656 G>T
G/G
G/T
T/T
1
2
3
1
2
3
1
2
3
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Table １２ 　日
本
人
健
常
者
で
の
IL-18 遺
伝
子
プ
ロ
モ
ー
ター
領
域
の
各
SNPｓの
allele頻
度
C
T
A
G
C
T
本
研
究
デ
ー
タ （％
）
［n=100］
86.5
13.5
42.0
58.0
42.0
58.0
Zhou らの
報
告
13（％
）
［n=176］
88.0
12.0
45.0
55.0
45.0
55.0
SNPs
allele 頻
度
‐137 G > C
‐607 C > A
‐656 G > T
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Table 13　日
本
人
健
常
者
で
の
IL-18 遺
伝
子
プ
ロ
モ
ー
ター
領
域
の
各
SNPｓの
遺
伝
子
型
お
よ
び
allele頻
度
W/W
W/M
M/M
total
w/w
w/m
m/m
p (w)
q (m)
p (w)2
2p (w)q (m)
q (m)2
‐137 G > C
74
25
1
100
0.740
0.250
0.010
0.865
0.135
0.748
0.234
0.018
‐607 C > A 
18
48
34
100
0.180
0.480
0.340
0.420
0.580
0.176
0.487
0.336
‐656 G >T
18
48
34
100
0.180
0.480
0.340
0.420
0.580
0.176
0.487
0.336
allele frequencies
Genotype
genotype frequencis
SNPs
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Table 14
AD患
者
と健
常
者
に
お
け
るIL-18 遺
伝
子
プ
ロ
モ
ー
ター
領
域
の
遺
伝
子
多
型
SNPs
W/W
W/M
M/M
total
w/w
w/m
m/m
p (w)
q (m)
健
常
者
74
25
1
100
0.74
0.25
0.01
0.865
0.135
AD患
者
18
3
0
21
0.86
0.14
NC
0.929
0.071
健
常
者
18
48
34
100
0.18
0.48
0.34
0.420
0.580
AD患
者
4
11
6
21
0.19
0.52
0.29
0.452
0.548
健
常
者
18
48
34
100
0.18
0.48
0.34
0.420
0.580
AD患
者
4
11
6
21
0.19
0.52
0.29
0.452
0.548
†p
values were calculated  by Mann-Whitney U test.
‡NC: not calculated.
P
value
†
allele frequencies
Genotype
genotypefrequencis
0.298
0.702
0.702
‐137 G > C
‐607 C > A 
‐656 G >T
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Table 15
タクロ
リム
ス
軟
膏
塗
布
後
の
KVEに
よ
る
皮
膚
感
染
症
とIL-18
遺
伝
子
プ
ロ
モ
ー
ター
領
域
の
遺
伝
子
多
型
W/W
W/M
M/M
total
w/w
w/m
m/m
p (w)
q (m)
健
常
者
74
25
1
100
0.740
0.250
0.010
0.865
0.135
0.041
非
感
染
AD
15
0
0
15
1.000
NC
NC
1.000
0.000
0.342
感
染
AD
3
3
0
6
0.500
0.500
NC
0.750
0.250
0.015
健
常
者
18
48
34
100
0.180
0.480
0.340
0.420
0.580
0.966
非
感
染
AD
3
7
5
15
0.200
0.467
0.333
0.433
0.567
0.588
感
染
AD
1
4
1
6
0.167
0.667
0.167
0.500
0.500
0.650
健
常
者
18
48
34
100
0.180
0.480
0.340
0.420
0.580
0.966
非
感
染
AD
3
7
5
15
0.200
0.467
0.333
0.433
0.567
0.588
感
染
AD
1
4
1
6
0.167
0.667
0.167
0.500
0.500
0.650
†p
values were calculated  by Mann-Whitney U test.
‡NC: not calculated.
P
value
†
‐137 G > C
‐607 C > A
‐656 G >T
allele frequencies
Genotype
genotypefrequencis
SNPs
‡
‡‡
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第 3 節 考察  
 ダイレクトシークエンス法を用いた IL-18 遺伝子プロモーター領域の遺伝子多
型解析法は、標的の 3 つの SNPs の野生型ホモ接合体、ヘテロ接合体および変異
型ホモ接合体の３種類をそれぞれ確認することができ、これまでに報告されている
日本人の allele 頻度および Hardy-Weinberg の法則から得られる期待値ともほぼ
一致したことから、今回の検討における AD 患者および健常人の選定と診断法は
信頼性があると考えられた。 
IL-18 遺伝子プロモーター領域の遺伝子多型解析の結果、AD 患者 21 名と健常
者 100 名との間では IL-18 遺伝子プロモーター領域の 3 種類の SNPs の遺伝子
型または allele 頻度で有意差は認められなかった。 
AD 患者 21 名全員と健常者 100 名との間では IL-18 遺伝子プロモーター領域
の遺伝子多型で有意差は認められなかった(Table3)。この結果は、Fleischer らの
AD 患者においてタクロリムス軟膏を塗布した群とプラセボを塗布した群で皮膚感
染症の発症頻度には有意差がないとの報告と一致している【Fleischer A et al. 
2002】。 
 しかし、タクロリムス軟膏塗布後の AD 患者で KVE を発症した 6 名と発症しなか
った15名に分けて比較した場合、IL-18遺伝子プロモーター領域-137の遺伝子型
では、KVE が発症しなかった 15 名すべてが野生型ホモ接合体であったのに対し、
発症した 6 名のうち 3 名がヘテロ接合体であった。KVE が発症した AD 患者では、
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IL-18 遺伝子プロモーター領域-137 の G から C への変異が多く、KVE が発症しな
かった AD 患者との間の遺伝子型の頻度で有意差(p<0.05)が認められた。 
AD 患者は、健常者に比べて血清中 IL-18 濃度が高いことが報告されており【T. 
Tanaka et al. 2001】、タクロリムス軟膏塗布により IL-18 の産生が濃度依存的に抑
制されても【M. Kuinouse et al.2000】 IFN-γの産生には影響を及ぼないと推測さ
れる。タクロリムス軟膏塗布後に KVE を発症した AD 患者には、IL-18 遺伝子プロ
モーター領域-137 の G から C への変異が多いことが認められた。 
In vitro において IL-18 遺伝子プロモーター領域-137C は、-137G に比べ IL-18
遺伝子の転写活性を約 50% 減少させることが報告されている【V. Giedraitis. et al. 
2001】。そのため、IL-18 遺伝子プロモーター領域-137C を持つ AD 患者にタクロリ
ムス軟膏を塗布することにより、IL-18 の産生レベルがより低下し、IFN-γの産生
量が低下した結果、ヘルペスウイルスに感染し、KVE を発症したと推測される。 
さらに、KVE を発症した AD 患者で IL-18 遺伝子プロモーター領域-137 の G か
らCへの変異のある3名のうち2名の67%にKVEの既往歴が認められたことから、
IL-18 遺伝子プロモーター領域-137C の変異を有する場合、皮膚感染による憎悪
と寛解を繰り返す可能性が考えられた。 
 以上から、この遺伝子多型を持つ AD 患者では、副作用の KVE の早期発見と重
篤化の回避が大切であることが考えられた。 
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第 4 節 小括  
日本人 AD 患者でのタクロリムス軟膏塗布後の KVE の発症には、IL-18 遺伝
子プロモーター領域-137 の G から C への変異が多く、KVE を発症しなかった
AD 患者に比べ IL-18 の産生レベルが低いことが考えられた。 
In vitro において IL-18 遺伝子プロモーター領域-137C は、-137G に比べ
IL-18 遺伝子の転写活性を約 50% 減少させることが報告されていることから、
IL-18遺伝子プロモーター領域-137Cを持つAD患者にタクロリムス軟膏を塗布
することにより、IL-18 の産生量がより低下し、IFN-γの産生量が低下した結果、
ヘルペスウイルスに感染し、KVE を発症したと推測される。 
さらに、KVE を発症した AD 患者で IL-18 遺伝子プロモーター領域-137 の G
から C への変異のある 3 名のうち 2 名の 67%に KVE の既往歴が認められたこ
とから、IL-18 遺伝子プロモーター領域-137C の遺伝子多型を有する場合、  
ヘルペスウイルスによる憎悪と寛解を繰り返す可能性が考えられた。 
IL-18 遺伝子プロモーター領域-137C の遺伝子多型のある AD 患者では、 
副作用の KVE の早期発見と重篤化の回避が大切であることが考えられた。 
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                      総 括 
 AD の治療薬として繁用されている、免疫抑制剤であるタクロリムス軟膏塗布後
の重篤な副作用である、皮膚感染症と IL-4 および IL-18 遺伝子多型との関連性
について検討した結果、以下の事が明らかとなった。 
AD 患者では黄色ブドウ球菌が、感染症の一因となっていたが、IL-4 遺伝子と
の関連性は示されなかった。 
AD 患者でのタクロリムス軟膏塗布後の KVE の発症には、IL-18 遺伝子プロモ
ーター領域-137 の G から C への変異が関与している可能性が示された。 
IL-18 遺伝子プロモーター領域-137C の変異のある AD 患者は、ヘルペスウイ
ルスによる憎悪と寛解を繰り返す可能性が考えられた。 
IL-18 遺伝子プロモーター領域-137C の遺伝子多型を持つ AD 患者では、タクロ
リムス軟膏塗布後の副作用である KVE の早期発見と重篤化の回避が大切である
ことが考えられた。 
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